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イネ (Oryza sativa) はアジアにおける主要な食用
作物である．2005 年の世界における米（籾）の総






であるイネいもち病菌 Magnaporthe oryzae B.Couch 
(anamorph Pyricularia oryzae Cavara) によって引き起
こされる (10)．中国では 1637 年に刊行された書物（天
工開物）に本病の発生の記載があり，イタリアでは




























年には，全国の水稲作付け面積 170．6 万 ha のうち，
本病による被害面積は 26.6 万 ha ( 被害面積
率 :15.6%) と報告されている (62)．さらに，1993 年
と 2003 年のそれぞれの本病による被害面積は約
























































































van der Plank(97) や Watson(98) が定義した「Virulence」
であり，イネのいもち病抵抗性に対応した病原側の
寄生性に関する質的な性質である．





Aspergillus niger(75)， Penicillium chrysogenum (78)， 
Fusarium oxysporum f．sp． pisi (5)， Aspergillus 
oryzae (28)，Aspergillus soyae (28)， Cephalosporium 
mycophilum(94)， Cochliobolus sativus(93)， Verticillium 






(111)，無性的交雑 (50，79) あるいは菌糸融合 (57) と様々
に呼ばれているが，これらは，すべて Parasexual 
recombination を示していると考えられる．そこで本










(Anastomosis) に よ る 2 核 共 存 体 形 成
（Heterokaryosis），2）2 核融合による複相核形成
（Diploidization），3） 体 細 胞 組 換 (Somatic 
recombination) による遺伝的組換型の形成，の 3 段
階からなると考えている．これに関連した報告は多










































生子の細胞は多核であり，1 細胞当たり平均 4-5 個
の核を有すると報告した．しかしながら水沢 (45)，
堀野・赤井 (26)，Wu and Tsao(101)， Hashioka et al．(22)， 
Hashiok et al．(23) は電子顕微鏡観察により菌糸，分
生子および分生子柄の細胞は 1 細胞 1 核であること
を示し，現在ではイネいもち病菌は菌糸および分生
子の細胞においても 1 細胞に 1 核の単核であるとさ
れている．




































































































































病菌株 Y90-71 (MAT1-1，レース 102) にビアラフォ





株 FR-10（レース 136）の交配後代である 3514-R-2 




71BI と 3514-R-2BS を供試した．
　　b　イネいもち病菌への遺伝子導入（REMI 法）
いもち病菌のプロトプラストの調製は，
Novozyme 234 を用いて Yelton et al．(115) の方法に準
じて行った．いもち病菌株Y90-71と3514-R-2を各々
30ml の酵母エキス液体培地（yeast extract， 5g/L）で
25℃，3 ～ 7 日間前培養後，シャーレに移し，25ml




菌糸懸濁液をフィルター濾過した Novozyme 234( 菌
体新鮮重 1g 当たり 20mg) と，1M ソルビトール溶
液を 30ml になるよう加えた溶液と穏やかに混合し，
室温で 60 ～ 90 分間培養後，ガーゼとナイロンメッ
シュで濾過し，プロトプラスト懸濁液を調製した．
この懸濁液を新しい 50ml ポリプロピレン遠心管に
移し 3000 × g，4℃で 10 分間遠心し，沈殿を 1M
ソルビトール溶液で洗浄後，STC-50(20% sucrose， 
50mM Tris-HCl[pH 7.5]， 50 mM CaCl2) でプロトプラ
スト濃度が 4.0 × 107 個 /ml になるように調整して
プロトプラスト懸濁液を得た．形質転換は Kimura 
et al．(33) の方法に準じて行った．すなわち，形質転
換前に pBARKS1 は制限酵素 EcoRI（宝酒造株式会
社，大津）で，pBF101 は Hind Ⅲ（宝酒造株式会社，
大津）で各々処理し，得られた直鎖状のプラスミド
溶液 (25 μ g/ml) 0.2ml をいもち病菌株の各プロト
プラスト溶液 0.8ml と混合した．そして，この混合
液に 2ml のポリエチレングリコール (PEG) 溶液
(60%w/v PEG4000， 50mM CaCl2， 10mM Tris-
HCl[pH7.5]) を滴下して混和後，室温で 20 分間静置
した．その後，STC-50 でこの混合液を 10 倍希釈し，
室温で 3000 × g，10 分間遠心し，得られた沈殿を
STC-50 で洗浄し，PEG 溶液を除去後 10ml の 
YG1/2SC 培地 (0.5% w/v yeast extract， 2.0% w/v グル
コース， 0.6 M ソルビトール， 25 mM CaCl2) を加え
懸濁した．なお，安定した形質転換体を選抜するた
め，直径 100 mm のコラーゲンコートシャーレに 5， 
10 あるいは 20 μ l のプロトプラスト懸濁液と 10ml
の新しい YG1/2SC 培地を加え，28℃で 3 時間培養
した．また， Y90-71 では同様に， ビアラフォス 200
μ g/ml を，3514-R-2 ではブラストサイジン S 50 μ
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g/ml を培地に加え，2 日間培養した．培養開始 3 日
後にYG培地を交換し，Y90-71ではビアラフォス（最
終濃度 800 μ g/ml），3514-R-2 ではブラストサイジ
ン S（最終濃度：100 μ g/ml）をさらに加え，その
後 3 ～ 5 日間培養し，薬剤に対して耐性を示すコロ
ニーをピンセットで拾い，PDA 選択培地 (Y90-71
にはビアラフォスを 800 μ g/ml，3514-R-2 にはブ








PSA 培地 ( ジャガイモ煎汁（水１L に 200g のジャ
ガイモを煮出した液を濾過したもの）20 ml， ショ
糖 20 g， 寒 天 18g/L) に 菌 株 Y90-71BI と 菌 株





養後に伸長した菌糸片をビアラフォス (800 μ g/ml)
とブラストサイジンＳ (100 μ g/ml) を加えた PDA












東京 ) を用いて回収した．菌体 (0.2 g) に液体窒素を
加え乳鉢で磨砕し，4 ml の 1.5 × CTAB バッファー
(7.5 g CTAB， 37.5 ml 1M Tris-HCl [pH8.0]， 15 ml 0.5 
M EDTA， 105 ml NaCl/ 500 ml) を加え反転混和し，
56℃， 15 分間静置した．抽出液と等量のクロロホル
ム / イソアミルアルコール (24:1 v/v) を加えて反転
混和し，室温で 18,700 × g，20 分間の遠心分離後，
得られた上清に 1/10 量の 10% CTAB を加え混和し，
再び等量のクロロホルム：イソアミルアルコール
(24:1 v/v) を加えて反転混和し，室温で 18,700 × g ，
20 分間遠心分離し，得られた上清に 1.5 倍量の
CTAB 沈殿バッファー (5 g CTAB， 25 ml 1M Tris-HCl 
[pH8.0]， 10 ml 0.5 M EDTA/ 500 ml)を完全に混和し，
30 分間，室温で静置後，室温で 18,700 × g，20 分
間遠心分離し， RNase A 溶液 ( ニッポンジーン， 東
京 ) 25 μ l を含む 1M NaCl 4ml に沈殿を溶解後に，
56℃で 30 分間静置した．その後 2 倍量の 100% エ
タノールを加えて遠心分離後，沈殿を 70% エタノー
ルで洗浄して 4ml の TE バッファー (10 mM Tris-
HCl [pH 8.0]， 1 mM EDTA[pH 8.0]) に溶解し，DNA
を抽出した．DNA の濃度は分光光度計を用いて測
定した．DNA は制限酵素 EcoRI で消化後，0.7% ア
ガロースゲルを用いて電気泳動し，ナイロン膜
Hybond-N+(Amersham， Buckinghamshire， UK) に 転
写し固定した．サザンハイブリダイゼーション解析




5% の Blocking reagent(ECL system に付属 ) と 0.5M 
NaCl を含むハイブリダイゼーションバッファー
（ECL System に付属）中で 42℃，16 時間でハイブ
リダイゼーションを行った．その後ナイロン膜を 1
次洗浄バッファー（6 M 尿酸， 0.4% SDS，0.5 ×
SSC）中で 42℃，20 分間で 2 回，続いて 2 次洗浄バッ
ファー（2 × SSC）を用いて室温で 5 分間，2 回洗
浄した． Detection reagent 1 と Detection reagent 2 の
等量混合液を，ナイロン膜 1 cm2 当たり 0.125ml 添
加し，室温で 1 分間放置した後，暗黒下で，
Hyperﬁlm ECL(Amersham， Buckinghamshire，UK) を
ナイロン膜に載せ，室温で 1 時間露光後，現像した．
2）結果
Y90-71BI と 3514-R-2BS の 2 菌株の混合培養によ
り，ビアラフォスとブラストサイジン S の両薬剤
に対して耐性を示す計 302 菌株 (BIS1 ～ BIS302 と
呼称 ) が得られた．BIS3 ～ BIS302 について写真で
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示していないが，両薬剤に対して耐性を示す菌株は，









わち，pBARKS1 の約 280bp 断片をプローブとして
用いた結果，4kbp から 23kbp 付近に Y90-71BI では
6 本，BIS1，BIS2，BIS3 では 4 本のバンドが検出
された（図 2 －Ａ）．また，pBF101 の約 500bp 断片
をプローブとして用いた結果，3514-R-2BS と BIS1，
BIS2，BIS3 に約 500bp 付近に 1 本のバンドが検出






































S は 1962 年にイネいもち病菌用に使用された農薬























本バンドが見られた（図 2 － A）．遺伝子導入に用
いた pBARKS1 は EcoRI サイトが 1 ヶ所である．こ
れらのことよりおそらくビアラフォス耐性遺伝子は
Y90-71BI に 6 コピー存在する可能性が考えられた．







果 3514-R-2BS および 2 剤耐性菌では 1 本のバンド
見られた．遺伝子導入に用いた pBF101 は EcoRI サ



































図１　母菌と 2 剤耐性菌 (BIS1,BIS2) の選択培地での生育
注）A:PDA 培地 .
　　B: ビアラフォス (800 μ g/ml) 添加 PDA 培地 . 
　　C: ブラストサイジン S（100 μ g/ml）添加 PDA 培地 . 
　　D: ビアラフォス (800 μ g/ml) とブラストサイジン S






図２　ビアラフォス耐性菌株 (Y90-71BI) とブラストサイジン S 耐性菌株（3514-R-2BS）の混合培養で
　　　得られた 2 剤耐性菌株（BIS1,BIS2,BIS3）のサザン解析



































養菌叢を 21℃で蛍光灯（18W）下で 3 ～ 4 日培養し，
分生子を形成させた．分生子は蒸留水に懸濁後，遠
心分離（3000 × g，10 分間）し，107 個 /ml に調製
した．それぞれの試料 1μ lに対して DAPI染色液 (1
μ g/ml DAPI，Vectashield Vector Laboratories， 









た分生子は 3 細胞からなるが，1 分生子に 3 個の核















植 物 DNA 解 析 用 Partec high resolution staining 
kit(Partec GmbH， Germany) の A 溶液を 0.2ml 加えた
後，30 μ m の mesh ﬁlter で反応液をフィルター濾
過し，1.5ml の B 溶液を加えた．直ちに核 DNA の






蛍光強度のピークは 2 つ見られた．第 1 のピークは
1 倍体であり，第 2 のピークは G2 期の DNA 量が
倍化した細胞であることを示しているが，第 1 の
ピークの蛍光強度は Y90-71BI，3514-R-2BS， BIS1， 
BIS132， BIS209 でそれぞれ，65.2， 67.6， 61.7， 61.9， 
64.9 であった（図 4）．また，第 2 のピークの蛍光
























①単核で単相 (n) の核が菌糸融合により 2 核共存体
形成 n+n，②核融合による 2 倍体 (2n) の形成，③複






















図３　母菌（Y90-71BI と 3514-R-2BS）と準有性的組換菌（BIS2）の分生子の DAPI による核染色
注）スケールバーは 10 μ m.



























一つである Y90-71BI の元菌 Y90-71 は非病原性遺
伝子 Avr-Hattan 3 を有し，品種「八反 3 号」に対し
ては非病原性を示し，いもち病抵抗性遺伝子 Pit を
有するイネ系統「K59-1」に対しては病原性を示す．





















































でに数多く報告されている (69，85，86，91)．Talbot et al．(91)
は，アメリカ合衆国で採取した様々な病原性のイネ
























は， 八 重 樫 (105) の 方 法 に 従 っ た．Y90-71BI と
3514-R-2BS を PSA 培地上に移植し，25℃で 3 ～７
日間前培養を行い，生育の旺盛な菌叢片をショ糖添
加オートミール寒天培地上に数センチ離して移植




ス [800 μ g/ml] とブラストサイジン S[100 μ g/ml]
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試した．「八反 3 号」は Y90-71BI の元菌の Y90-71




Pit を有する 1 系統である (114)．ホーネンス培土 1 号
（ホーネンアグリ，長岡）を充填したシードリング
ケース（縦 15 ｃｍ×横 5 ｃｍ×高さ 10cm）にベノ
ミル（ベンレート 50％水和剤）で消毒し，催芽さ
せたイネ種子を播種し，ガラス温室内で育苗した．












は 37 菌株であった．χ 2 値は 12.76 で P 値は < 0.01
となり，非病原性菌株と病原性菌株の分離比は 1:1
に適合しなかった ( 表 1)．一方，「K59-1」に対する
準有性的組換菌の非病原性菌株と病原性菌株の数は
24 および 25 で，χ 2 値は 0.02 で P 値は 0.80 ～ 0.90
となり，1:1 に適合した．
次に Y90-71BI と 3514-R-2BS の有性生殖による
交配後代 70 菌株について「八反 3 号」に対する病
原性を調べた結果，非病原性菌株は 21 菌株，病原
性菌株は 49 菌株であり，χ 2 値は 11.20，P 値は
<0.01 で非病原性菌株と病原性菌株の比が 1:1 に適
合しなかった ( 表 2)．一方，「K59-1」に対する交配
後代の非病原性菌株 : 病原性菌株の分離は 43:27 で，




表 1　イネ品種「八反 3 号」と系統「K59-1」に対する準有性的組換菌の病原性の分離
表 2　イネ品種「八反 3 号」と系統「K59-1」に対する Y90-71BI と 3514-R-2BS の 交配後代の病原性の分離
注）a 非病原性
　　b 病原性
　　分離比率を 1:1 としてχ２分布による適合度の検定 (P>0.05) を行った .
注）a 非病原性
　　b 病原性
　　分離比率を 1:1 としてχ２分布による適合度の検定 (P>0.05) を行った .
品種・系統名 　　混合培養に用いた母菌 菌株数 χ２値 P 値
Y90-71BI  3514-R-2BS Aa:Vb     1:1    
八反3号 A V 12:37 12.76 < 0.01
K59-1 V A 24:25 0.02 0.80-0.90
品種・系統名 菌株数 χ２値 P 値
 Aa:Vb 1:1
八反3号   21:49 11.20 < 0.01
K59-1   43:27 3.60 0.05-0.10
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　　c,d 交配後代の非病原性菌株と病原性菌株の分離比に準有性的組換菌の分離が適合するかχ２分布による適合度の検定 (P>0.05) を
　　行った .
注）分離比率を 1:1 としてχ２分布による適合度の検定 (P>0.05) を行った .
菌株数
 Aa:Vb χ２値c P 値d
準有性的組換菌 12:37 0.47 0.50-0.70
交配後代 21:49
菌株数
 Aa:Vb χ２値c P 値d
準有性的組換菌 24:25 1.82 0.10-0.20
交配後代 43:27
ところ，χ 2 値 0.47，P 値は 0.50 ～ 0.70 となり適
合した ( 表 3)．同様に，「K59-1」でも，χ 2 値 1．




MAT1-1 を持つ Y93-164a-1 ( レース 132) と MAT1-2
を持つ Y93-245c-2( レース 137) を用いた．両菌株は
1993 年に中国の雲南省で分離されたもので，イネ
に病原性のある菌株である．以上の検定用 2 菌株と







た MAT1-1 は 21 菌 株 で あ り， 一 方， 母 菌
3514-R-2BS と同じ交配型である MAT1-2 は 28 菌株
であった．交配型の分離が 1:1 に適合するかどうか
調べるためにχ 2 検定を行ったところ，χ 2 値は 1．
00 で P 値は 0.30 ～ 0.50 となり，1:1 に適合した ( 表
5)．また，Y90-71BI と 3514-R-2BS 交配後代の交配
型の分離状況を調べた結果，MAT1-1 は 26 菌株， 
MAT1-2 は 34 菌株であった．同様に，χ 2 値は 1．
07，P 値は 0.30 ～ 0.50 となり，1:1 に適合した．
準有性的組換菌の交配型の分離と交配後代の交配
型の分離が適合するかχ 2 検定を行った結果，χ 2 値
0.02，P 値は 0.95 ～ 0.98となり 1:1に適合した ( 表 6)．
菌株数 χ２値 P値
MAT1-1:MAT1-2    1:1    
準有性的組換菌 21:28 1.00 0.30-0.50
交配後代   26:34 1.07 0.30-0.50
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表 6　準有性的組換菌と交配後代の交配型の分離の比較
注）a,b 交配後代の交配型の分離比に準有性的組換菌の分離が適合するかχ２分布による適合度の検定 (P>0.05) を行った .
菌株数
MAT1-1:MAT1-2 χ２値a P 値b






35 菌株，交配後代 19 菌株を用い，Yelton et al．(115)
の方法により，プロトプラストを調製し，0.7% ソ







HCl[pH 7.5]，0.5M EDTA[pH 8.0]，1%Lauroyl 
sarcosine，1mg/ml プロテナーゼ K) に浸し，50℃で
24 時間ゆっくりと振とうし，処理液を交換して，
さらに 24時間処理した．その後 0.05M EDTA[pH 8.0]
で数回洗浄し，PFGE サンプルとした．ゲルは 0.5
×改変 TBE バッファー (25mM Tris-HCl[pH 7.5]， 
22.5mM ホウ酸， 50mM EDTA[pH7.5]) で溶解した
0.8% ア ガ ロ ー ス ゲ ル（Megabase， Bio-Rad 
Laboratories，CA，USA）を，泳動には 0.5 ×改変
TBE バッファーを用いた．電気泳動槽 (CHEF 
MAPPER， Bio-Rad Laboratories，CA，USA）を用い
て，パルスタイムを 5400 秒，電圧 35V の条件で
120 時間泳動し，続いてパルスタイムを 3600 秒，
電圧 35V の条件で 48 時間泳動した．泳動後，ゲル




母菌の Y90-71BI および 3514-R-2BS を用いて
PFGE を行った結果，5 本のバンドが検出され，そ
のうち４本はサイズが同じであった（図 5）．Y90-
71BI で 見 ら れ る 5.7Mb 付 近 の バ ン ド は，
3514-R-2BS では見られなかった．
準有性的組換菌では，母菌と同様にバンドが５本









供試 35 菌株中，母菌 Y90-71BI と同様の核型（BI 型）
に属するものは 16 菌株であり，母菌 3514-R-2BS と
同じ核型（BS 型）のものは 19 菌株であった．交配
後代の菌株も準有性的組換菌と同様にバンドが５本
検出され，核型は母菌のいずれかと同様であった．
19 菌株中で，BI 型は 8 菌株あり，BS 型は 11 菌株
であった．
準有性的組換菌の核型の分離比が交配後代の核型
の分離比に適合するかをχ 2 検定で調べた結果，χ 2
値 0.07，P 値 0.80 ～ 0.70 で適合した ( 表 7)．
「八反３号」に対する病原性について調べた結果，
核型 BI 型の 16 菌株において非病原性菌が 6 菌株，
病原性菌が 10 菌株で，BS 型の 19 菌株においては
非病原性菌が4菌株，病原性菌が15菌株であった（表
8）．一方，「K59-1」に対する病原性は，BI 型の 16
菌株においては非病原性菌が 8 菌株，病原性菌が 8
菌株，BS 型の 19 菌株においては非病原性菌が 6 菌
株，病原性菌が 13 菌株であった（表 8）．
さらに，準有性的組換菌の核型と交配型について
調べた結果，BI 型の 16 菌株において MAT1-1 は 6
菌株，MAT1-2 は 10 菌株であり，BS 型の 19 菌株
においてMAT1-1は 7菌株，MAT1-2は 12菌株であっ












　　3 ～ 6: 準有性的組換菌 .
　　7 ～ 9: 交配後代 .
　　1,4,6 および 8 は BI 型 .
　　2,3,5,7 および 9 は BS 型 .
BI型 BS型 χ2 値a P 値b




注） a,b 交配後代の BI 型の菌株と BS 型菌株の分離比に準有性的組換菌の分離が適合するかχ２分
布による適合度の検定 (P>0.05) を行った .
　M　　1　　2　　3　  4　   5　  6　　7　　8　  9
Mb
17野口（辻本）雅子：イネいもち病菌の準有性的組換菌の病原性と病原力に関する研究
注）母菌 Y90-71BI は核型が BI 型で「八反 3 号」に非病原性 ,「K59-1」に病原性を示す .
　　母菌 3514-R-2BS は核型が BS 型で「八反 3 号」に病原性 ,「K59-1」に非病原性を示す .
核型 非病原性 病原性 非病原性 病原性
BI 型 6 10 8 8



















母菌由来の非病原性遺伝子 (Avr-Hattan3 と Avr-Pit)
を持たない菌株が有性生殖と同様に準有性的組換に
より生じた結果であると考えられた．



























準有性的組換菌および Y90-71BI と 3514-R-2BS
の交配後代の交配型の分離比を調べた結果では，交





















































































































DNA の抽出はⅡ章の 1 項で述べた方法により
行った．オペロン社のプライマーキット A から K
および AA から AI の合計 400 のプライマーを供試
した．増幅条件は，Yasuda et al．(114) の報告に準じた．
すなわち，PCR は反応液 25 μ l (1 ユニットの
TaKaRa Taq DNA polymerase（宝酒造，大津），1 ×
PCR buffer， 100 μ M 各 dNTP，0.4 μ M プライマー， 
20ng の鋳型 DNA) をサーマルサイクラー 480
（Perkin-Elmer， Norwalk， CT）を用いて，45 サイク
ル（94℃ 1 分間，36℃ 1 分 30 秒間，72℃ 2 分間）
行い，その後 72℃ 7 分間で増幅を行った．増幅産
物は 1 ～ 1.5% のアガロースゲルを用いて電気泳動
し，エチジウムブロマイド染色を行い可視化した．
　　c　継代接種





り形成させた両菌株の胞子懸濁液を（約 5 × 105 ～
8 × 105 個 /ml）の 15 ｍｌを 4 葉期まで育苗した供
試 2 品種にエアーブラシ PCB.102C (Olympos，大阪 )
を用いて胞子懸濁液を噴霧接種した．接種 1週間後，
葉に形成された病斑を採取し，滅菌水で湿らせた濾




Tween20 に懸濁し，胞子濃度を約 5 × 105 ～ 8 ×
105 個 /ml に調整した． 15ml の胞子懸濁液を供試品
種の葉に噴霧接種後，直ちに 25℃，相対湿度 100%






レースの判別は，Yamada et al．(108) が定めた 9 判別



















病原性の幅が広いレース 177.1 の 3 菌株（KZA，
KZB， KZC と命名）を以降の試験に用いた．
準有性的組換の証明のため，母菌間で再現性のあ
る多型が得られたプライマー 11 個（表 11）を
RAPD 解析に用いた．プライマー AA-2，AA-14（図
７），AI-18（図７）， F-7（図７）， I-16 と J-8 では，
分離 3 菌株と母菌 NAO-02 において同じバンドパ
ターンが形成された．また，AB-11（図７），AK-







ち 2 菌株 KZB（レース 177.1）または KZC（レース
177.1）をランダムに選び，分生子を「愛知旭」お
よび「アキユタカ」に 7 回繰り返し接種後，8 代目
の病斑から再分離した計 37 菌株のレースを判別し
た．その結果，いずれの品種由来の菌株も全てレー
ス 177.1 であった（表 12）．






　  ▲ : 多型を示すバンド
 AA ー 14　　　　　　　　　　　AI ー 18　　　　　　　　　　F ー 7
 AB ー 11　　　　　　　　　　　E ー 4　　　　　　　　　　 　J ー 18
　1　  2　　3　  4　　5
  1　  2　 3　  4　  5
　1　  2　  3　  4　  5
　1　  2　  3　  4　  5
　1　  2　  3　  4　　5
　1　 2　   3　  4　  5
変異菌
　判別品種 NAO-02 TH77-1 KZA,KZB,KZC
アキユタカ 　-a 　- 　-    V b 　V
新２号 　V 　V 　V 　V 　V
愛知旭 　V 　V 　V 　V 　V
石狩白毛 　- 　V 　V 　- 　V
関東51号   V 　- 　V 　V 　V
ツユアケ 　V 　- 　V 　V 　V
フクニシキ 　- 　V 　- 　V 　V
ヤシロモチ 　V 　- 　V 　V 　V
Pi No.4 　- 　- 　- 　- 　-
とりで1号 　- 　- 　- 　- 　-
K60 　V 　- 　V 　V 　V
BL1 　- 　- 　- 　- 　-
K59 　- 　- 　- 　- 　-
レース 133.1 047.0 137.1 173.1 177.1
変異菌株数 1 5 3
母菌
表 10　NAO-02 と TH77-1 の混合培養により得られた菌株の病原性及びレース
注）a 非病原性 ,b 病原性





















KZB(177.1) アキユタカ(Pik,Piz) 10 100
愛知旭(Pia) 9 100








NAO-02 と TH77-1 および分離菌株のうち，圃場試
験に供試した KZB を用い，常法により形成させた
分生子を用い，0.01% に調整した Tween20 の溶液に
約 1 × 105 ～ 5 × 105 個 /ml の胞子濃度に調整し，
大きさ 3 × 3mm の濾紙 (No.2，アドバンテック，
東京 ) 片にしみ込ませた．病菌接種用パンチ（藤原
製作所，大阪）を用いて，ガラス室内で育苗したイ
ネの 6 葉期の第 6 葉の葉身を付傷し，そのパンチ部
位に胞子懸濁液をしみ込ませた濾紙片を乗せて接種
した．接種イネを 25℃で相対湿度 100％の接種箱に
20 時間静置させた後，26 ～ 28℃のガラス室内にお










ガラス管（高さ 10cm ×直径 1.5cm）に 1 枚ずつ入れ，
26℃の恒温器に移し，24 時間保持後，胞子を形成
させた．その後，0.01% に調整した Tween20 の溶液














菌と有意な差が認められなかった． 「関東 51 号」
で形成された病斑長については，NAO-02 と KZB
で有意な差が認められた． 「フクニシキ」で形成さ








表 13　母菌と準有性的組換菌 (KZB) の罹病性病斑の病斑長（㎜ )a
表 14　母菌と準有性的組換菌の病斑当たり胞子形成数
注）a 第 6 葉のイネ葉身にパンチ接種し , 接種 21 日後に病斑長を調べた .
　　b4-12 個の病斑について平均±標準偏差を算出し ,Tukey の多重検定を行った (P<0.05).
　　同一英文字を付した数値間には有意差がないことを示す .
　　c 括弧内の値は供試病斑数を示す .
　　dnd は非親和性の組み合わせで , 罹病性病斑が生じなかったため未調査 .
注）a 品種「愛知旭」の第 6 葉の葉身にパンチ接種をし , 接種 8 日後の病斑を採取し ,26℃で 24 時間湿室条件下で胞子を形成さ
せた .
　　b 菌株あたり 5 ～ 8 個の病斑について平均±標準偏差を算出し、Tukey の多重検定を行った (P<0.05). 同一英文字を付した
数値間には有意差がないことを示す .
菌株 愛知旭 関東51号 フクニシキ アキユタカ
NAO-02 24.8±7.9ab (4)c 22.4±5.7a (10) ndd nd
TH77-1 13.6±3.9b (6) nd 11.7±3.3a (4) nd
KZB 18.8±4.8ab (9) 12.5±5.2b (12) 12.8±5.7a (9) 16.8±5.5 (7)
品種
胞子形成数(x103個)a
母菌 NAO-02          50.2±39.1ab
TH77-1           5.9±8.3b
準有性的組換菌 KZA          43.3±32.1a
KZB          29.4±29.6ab










が侵害できる「関東 51 号」，TH77-1 が侵害できる「フ
クニシキ」および準有性的組換菌が侵害できる「ア
キユタカ」で，面積 4.35a の圃場の 1 区（約 8 列×




の胞子懸濁液を 4.5 葉期の「愛知旭」各 12 株に噴
霧接種して発病させた苗を，6 月 5 日に「関東 51 号」
区，「フクニシキ」区および「アキユタカ」区のそ
れぞれ中央に設置した． 7 月 14 日に周囲のイネへ
の病勢進展を明らかにするため， 発病株数と株当た
り病斑数を調査した．反復は行わなかった．
1998 年の試験は，面積 5.8a の圃場に「愛知旭」
を機械移植した．1 区を 8 列× 20 株とし，3 区設け
た．上述と同様の方法で調製したそれぞれの菌株に
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表 15　母菌（NAO-02 と TH77-1）及び準有性的組換菌 (KZB) の株当たり病斑数（個）と発病株率（％）
注）a 1997 年は品種「関東 51 号」(NAO-02 接種区）,「フクニシキ」（TH77-1 接種区）,「アキユタカ」（KZB 接種区）を栽培した . 1998 年と 1999
年は品種「愛知旭」を栽培した .
　　b 品種「愛知旭」,「関東 51 号」と「フクニシキ」の種籾を等量混合した .
　　d 表中の数値は , 株当たり病斑数の平均値（個）±標準偏差を表す . 括弧内の数値は発病株率を示す .
よる罹病苗を， 6 月 1 日に区の中央に菌株ごとに植
え込み，7 月 14 日に周囲のイネへの病勢進展を明
らかにするため， 発病株数と株当たり病斑数を調べ
た．反復は行わなかった．
1999 年は面積 4.35a の圃場に「愛知旭」を機械移
植した．1998 年に準じて試験区を設置し，6 月 4 日
にそれぞれの菌株の罹病苗を区の中央に植え込ん





「関東 51 号」の 3 品種の重量を等しく混合した種子
からなる苗を上述の栽植密度で機械移植し，混植圃
場に 3 区を設けた．移植後，単植圃場における試験
と同様に肥培管理を行った．6 月 1 日に各区の中央










様であった（図 9，表 15）．1999 年は少発生のため
接種菌株間の発病の差が小さかったが（図 10），発
病株率と株当たり病斑数は，NAO-02 区，KZB 区，
TH77-1 区の順であった ( 表 15)．
混植圃場における発病を調べた結果，病勢進展は，
単植圃場の結果と異なり，KZB 区で最も拡大し，
次いで NAO-02 区，TH77-1 区の順であった（図
11）．発病株数と株当たり病斑数も同様の傾向を示
した（表 15）．
単植試験a    混植試験b
菌株      1997年     1998年   1999年     1998年
NAO-02 193.1±93.9 (100)d 129.7±130.9 (100) 3.2±3.9(100)  5.2±9.6 (69.4)
TH77-1   1.2±2.0 (41.9)  26.5±9.0 (100) 1.1±2.1(38.8)  0.4±1.5 (15.6)
KZB  19.4±26.2 (96.3)  90.7±33.0 (100) 1.2±2.3(41.9) 19.1±23.2 (90.6)
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図10　試験区中央に植え込んだ罹病苗からの葉いもちの





　　凡例は 1 株当たり葉いもち病斑数を示す .
　　 : 感染源となる罹病苗を設置した位置 .
図９　試験区中央に植え込んだ罹病苗からの葉いもちの





　　凡例は 1 株当たり葉いもち病斑数を示す .
　　 : 感染源となる罹病苗を設置した位置 .
図11　試験区中央に植え込んだ罹病苗からの葉いもちの
　　　 病勢進展 (1998 年 )





　　凡例は 1 株当たり葉いもち病斑数を示す .
　　 : 感染源となる罹病苗を設置した位置 .
図８　試験区中央に植え込んだ罹病苗からの葉いもちの
　　　病勢進展 (1997 年 )
注）作付け品種と接種菌株
　　A:「関東 51 号」, NAO-02( 母菌 ).
　　B:「アキユタカ」, KZB( 準有性的組換菌 ).
　　C:「フクニシキ」, TH77-1( 母菌 ).
　　凡例は 1 株当たり葉いもち病斑数を示す .




  A                B               C   
●●●●●● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ●
● ●●●●● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ●
●●●●●● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ●
●●●●●●● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ●
●●●●●● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ●
●●●●●● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ●
●●●●●● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ●
●●●●●● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ●
●●●●●● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ●
●●●●●●● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ●
●●●●●●●● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ●
●●●●●●●● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ●
●●●●●●●● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ●
●●●●● ●●● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ●
●●●●●●●● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ●
●● ●●●●●● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ●
●●●●●●●● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ●
●●●●● ●● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ●
●● ●●● ●● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ●
●● ●●● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ●
● 1-99
● 100-199 
● 200以上  
図  8  試 験 区 中 央 に 植 え 込 ん だ 罹 病 苗 か ら の 葉 い も ち の  
病 勢 進 展 ( 1 9 9 7 年 )  
     作 付 け 品 種 と 接 種 菌 株  
         A :「 関 東 5 1 号 」 ,  N A O - 0 2 (母 菌 ) .  
         B :「 ア キ ユ タ カ 」 ,  K Z B (準 有 性 的 組 換 菌 ) .  
         C :「 フ ク ニ シ キ 」 ,  T H 7 7 - 1 (母 菌 ) .  
         凡 例 は 1 株 当 た り 葉 い も ち 病 斑 数 を 示 す .  





A               B                C   
● ● ● ● ● ● ● ● ● ●
● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ●
● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ●
● ● ● ● ● ● ● ● ● ●
● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ●
● ● ● ● ● ● ● ● ● ●
● ● ● ● ● ● ● ● ● ●
● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ●
● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ●
● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ●
● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ●
● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ●
● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ●
● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ●
● ● ● ● ● ● ●
● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ●
● ● ● ● ● ● ● ● ●
● ● ● ● ● ● ● ● ● ●
● ● ● ● ● ● ● ● ●
● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ●
● 1-99
● 100-199 
● 200以上  
  図  1 0 試 験 区 中 央 に 植 え 込 ん だ 罹 病 苗 か ら の 葉 い も ち の  
病 勢 進 展 ( 1 9 9 9 年 )  
作 付 け 品 種 「 愛 知 旭 」  
    接 種 菌 株   
A : N A O - 0 2 (母 菌 ) .  
B : K Z B (準 有 性 的 組 換 菌 ) .  
C : T H 7 7 - 1 (母 菌 ) .  
       凡 例 は 1 株 当 た り 葉 い も ち 病 斑 数 を 示 す .  




A               B                C   
● ● ● ●●●● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ●
● ● ● ●●●● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ●
● ●● ●● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ●
●●● ● ●● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ●
● ●●●●● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ●
● ●● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ●
●●●●●● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ●
●●●●●●● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ●
●●● ● ●● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ●
●●●● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ●
●●● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ●
●●● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ●
●●●● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ●
●●●● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ●
●●●● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ●
● ●● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ●
●●●●● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ●
●●●●●● ●● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ●
●●●● ●● ●● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ●
● ●● ● ● ●●● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ●
● 1-99
● 100-199 
● 200以上  
  図  9 試 験 区 中 央 に 植 え 込 ん だ 罹 病 苗 か ら の 葉 い も ち の  
病 勢 進 展 ( 1 9 9 8 年 )  
作 付 け 品 種 「 愛 知 旭 」  
    接 種 菌 株   
A : N A O - 0 2 (母 菌 ) .  
B : K Z B (準 有 性 的 組 換 菌 ) .  
C : T H 7 7 - 1 (母 菌 ) .  
       凡 例 は 1 株 当 た り 葉 い も ち 病 斑 数 を 示 す .  





A               B                C   
● ● ● ● ● ● ● ● ●
● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ●
● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ●
● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ●
● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ●
● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ●
● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ●
● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ●
● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ●
● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ●
● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ●
● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ●
● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ●
● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ●
● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ●
● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ●
● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ●
● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ●
● ● ● ● ● ● ● ● ● ●
● ● ● ● ● ● ● ● ● ●
● 1-99
● 100-199 
● 200以上  
図  1 1 試 験 区 中 央 に 植 え 込 ん だ 罹 病 苗 か ら の 葉 い も ち の  
病 勢 進 展 ( 1 9 9 8 年 )  
作 付 け 品 種 「 愛 知 旭 」 ,「 関 東 5 1 号 」 と 「 フ ク ニ シ キ 」の
種 籾 を 等 量 （ 重 量 ） 混 合  
    接 種 菌 株   
A : N A O - 0 2 (母 菌 ) .  
B : K Z B (準 有 性 的 組 換 菌 ) .  
C : T H 7 7 - 1 (母 菌 ) .  
       凡 例 は 1 株 当 た り 葉 い も ち 病 斑 数 を 示 す .  







は 001.0 であった (27)．また，これまでにレース
177.1 は確認されていない．レース 177.1 に関して
は本試験で母菌に用いた TH77-1( レース 047.0) か
ら突然変異により変わるためにはいもち病抵抗性遺
伝子 Pik， Pik-m， Pik-p， Pita に対して，もう一方の
母菌 NAO-02( レース 133.1) から変わるためには，
少なくともいもち病抵抗性遺伝子 Pii と Piz に対し
て病原性を獲得しなくてはならない．また，RAPD








た菌株が 8 レースに分かれたという報告 (71) がある







AVR-Pik(41)， AVR-Pita および AVR-TSUY 等は病原性
変異菌が頻繁に突然変異により分離されることか
ら，変異しやすい遺伝子と報告されているが (96)，





















































有性的組換菌 KZB のみで，母菌はそれら 3 品種の
26 中央農業総合研究センター研究報告　第 17号（2012.07）


































のアナモルフの Penicillum 属菌，Fusarium 属菌，
Vertecillum 属菌，Aspergillus 属菌，Cochliobolus 属菌，










か報告されている．すなわち，Zeigler et al．(117) は，
ヒマラヤの一地域のイネより分離した菌株を用い，
DNA フィンガープリンティングと RFLP 解析によ
り圃場で準有性的組換が生じた可能性を示唆してい
る．さらに，Chen et al．(7) は中国の 13 省からイネ




















































1 細胞 1 核の状態となり，その後，その核が分裂し
て 2 核となってその間に隔壁が形成されることで，































































































































































し，異なる薬剤耐性菌 (Y90-71BI， 3514-R-2BS) を作
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Blast disease, caused by Magnaporthe oryzae B.Couch, is the most serious diseases of rice. Multilines, which are 
mixtures of lines that are genetically uniform except for a single trait such as disease resistance, have been used to 
prevent rice blast; however, their usefulness may be nulliﬁed when pathogenic variants (super races) arise that can attack 
all of lines in a multiline ﬁeld. Parasexual recombination is considered one source of variation in the pathogenicity of 
M.oryzae. To understand the mechanism of pathogenic variation through parasexual recombination with a potential for 
new variants to cause severe damage in a multiline field, I analyzed the ploidy, number of nuclei per cell, and the 
segregation of pathogenicity in parasexual recombinants of M.oryzae. In addition, I determined the mating type and 
karyotype of the recombinants. The pathogenic stability of recombinants was evaluated by successive inoculation.The 
aggressiveness of recombinants were determined by measurements of lesion size, amount of sporulation, and blast 
development in a ﬁeld planted with a single cultivar or a cultivar mixture.
To demonstrate genetic exchange through parasexual recombination, a selectable marker gene conferring resistance to 
bialaphos(BI) was introduced into M.oryzae isolate Y90-71BI, whereas another to conferring resistance to blasticidin S 
(BS) was introduced into the isolate 3514-R-2BS.Colonies obtained from co-cultures of the two isolates were resistant 
to both BI and BS, and presence of the resistance genes was conﬁrmed by southern hybridization using genomic DNA. 
These results indicated genetic exchange by parasexual recombination.
The staining of conidia from the BI-BS-resistant parasexual recombinants with 4’, 6-diamine-2-phenylindole (DAPI) 
revealed only one nucleus per cell. Flow cytometric analysis indicated that the recombinants were haploid. Thus, the 
number of nucleic per cell and the ploidy of the recombination were identical to that of the parental isolates.
To examine the heritability of pathogenicity, I compared the segregati on of avirulence and virulence in the 49 BI-BS-
resistant parasexual recombinants with that in the 70 BI-BS-resistant progeny derived from a cross of Y90-71BI and 
3514-R-2BS. The segregation of avirulence and virulence on cv. Hattan 3 and a line K59-1in the parasexual 
recombinants were consistent with that in sexual progeny. The mating types of the parasexual recombinants were also 
consistent with those of sexual progeny. Using pulse-ﬁeld gel electrophoresis (PFGE), the karyotype variation in the 
parasexual recombinants appeared corresponding with that in the sexual progeny.The karyotype segregation of the 
parasexual recombinants was consistent with that of the sexual progeny. Thus, the genetic characters of the parasexual 
recombinants segregated in a manner similar to those of the sexual recombinants. 
To determine the virulence and aggressiveness of the parasexual recombinants, I obtained pathogenic variants derived 
from co-cultures of two M.oryzae isolates, i.e., NAO-02, race 133.1 and TH77-1, race 047.0 in liquid yeast extract 
medium. The cocultured isolates were transferred to oatmeal agar to produce a conidial inoculum, and the suspension 
was sprayed onto cv. Akiyutaka, which has two rice blast resistance genes;Pik and Piz. Three pathogenic variants 
isolated from typical leaf blast lesions were examined randomly amplified polymorphic DNA(RAPD) to determine 
whether they were the result of parasexual recombination. Based on the RAPD patterns, the variants possessed genomic 
DNA from both parents. After successive seven inoculations onto cv. Akiyutaka, the variants maintained their original 
level of pathogenicity. The parasexual recombinants produced more conidia and larger lesions on the host than one 
parent,TH77-1; however, they produced fewer conidia and smaller lesions than other parent, NAO-02. The disease 
development in the rice plants inoculated with the variants was more severe than in those inoculated with TH77-1, but 
less severe than in those inoculated with NAO-02.




haploid and mononuclear. Parasexuality is similar to sexuality in terms of the heritability of virulence, mating type, and 
karyotype. In addition, a biparental pathogenic race that is capable of causing severe losses in multiline ﬁelds can arise 
through parasexual recombination.
